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論文内容の要旨
【目　的】
胃癌の進展における染色体、退伝子の変化は、大腸癌における多段階発癌のようには、末だ明ら
かにされていない。Diffusetype胃痛に代表される印環細胞癌は、粘膜内に留まっている場合、2
倍体であり、これが進展すると初めて癌細胞が倍加を経て異倍体に変化するといった、生物学的に
興味深い特徴を持つ。このタイプの胃癌細胞では進展に関わる重要な染色体の変化はすでに2倍体
で起こっている可能性が高い。異倍体の細胞株においては、倍加前の2倍体の段階で重要な染色体
変化が起こり、倍加後付加的な染色体変化が起こっていると考えられる。そこで倍加前（2倍体）
での共通の染色体変化の解析を行うために今回の実験を行った。最初にスクリーニング的に全染色
体にわたって各segmentsのコピー数をComparativegenomichybridization（以下CGH）法を用いて
解析し、DNAploidypatternからその細胞が倍加前なのか倍加後であるのを解析を行った。また
Fluorescenceinsituhybridi2：ation（以下FISH）法を用いて、実際の染色体のコピー数を確認した。
【方　法】
Diffusetype胃癌細胞株5株（AGS、MKN45、HSC39、HSC40A、KATOⅢ）を用いた。それぞれ
の細胞株を低張処理後、カルノア固定をおこない顕微測光法によりDNAploidypatternの決定と7
番、18番染色体セントロメア及びペインティングプローブによるFISH法に用いた。また一部の細
胞を酵素消化後、フェノール・クロロホルム法にてDNAを抽出した。得られた各DNAを線色蛍
光色素ラベルされた核酸を用いて山鹿仕anslationを行い直接標識プローブを作製し腫瘍DNAプロー
ブとした。同様にして正常男性ヒトリンパ球より抽出したDNAを赤色蛍光色素ラベルされた核酸
を用いて、コントロールDNAプローブも作製した。同量の腫瘍およびコントロールDNAプロー
ブとCot－1DNAを混合しCGHプロpブを作成した。このプローブを74℃で5分間で変性を行い、
74℃で3分間変性した正常リンパ球のmetaphasespreadに対して37℃で2から6日間ハイプリグイ
ズを行った。CCDカメラでコンピューターに取り込み、Powergene（PSI）ソフトを用い画像解析
を行った。腫瘍DNAプローブとコントロールI）NAプロpプ間の競合により、もし腫瘍DNAが増
加すれば正常染色体上に緑色蛍光のバンドが観察され、また腫瘍DNAに染色体の欠失部分が存在
すれば、その染色体の欠矢に対応する位置に赤色の蛍光バンドが観察される。また同時にそれぞれ
の染色体上の任意の領域における線色／赤色蛍光強度（R／Gratio）の値からコピー数の変化を解析
した。
【結　果】
CGH法により18q21を共通とするlossが全細胞株で認められた。その他、5細胞株中4株に共
通の変化として7pll－q31、20q、22のgainが確認された。染色体7番、18番にセントロメア及びペ
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インテイングプローブを用いたFISH法でそれぞれの実際のコピー数を測定すると、DNAploidy
patternとCGH法の結果から推測したコピー数と一致していた。
監考　察】
染色体7番、18番、20番、22番の変化が共通の頻度の高い変化として認められた。このことは過
去に報告された結果と一致する。そこでPISH法を用いて7番、18番染色体の実際のコピー数を測
定すると2倍体の細胞株AGS、MKN45では18qlossの変化が認められ、3倍体であるHSC39、
HSC40Aでも倍加前より18lossが推定された。KATOⅢでは18lossの変化は倍加前、又は倍加後
の両方の可能性が考えられた。18qlossはdiffusetype胃癌の癌性腹水を用いた染色体分析法を用い
たデータでも認められていたが、この変化は一定して認められるものではなかった。分染法では、
小さな染色体のlossを確認することは困難であり、見逃されていた可能性が考えられる。
今回、18番染色体の中で共通して異常が認められた18q21には、DCC、DPC4（smad4）のよう
な痛抑制遺伝子がlocusされており、このタイプの胃癌では18q21のlossは重要な初期の変化であ
ると考えられる。
7gainは2倍体細胞株の中でMKN45のみに認められる変化であり、3倍体細胞株HSC39、
HSC40Aでは倍加後のgainであった。一万4倍体株KATOⅢでは2倍体の段階ですでに7gainが
起こっていたと推定された。
染色体の変化はCGH法のみだけは、それが倍加前から起こった変化か、倍加後の変化であるか
決定することはできず、DNAploidy、P王SH法のデータが加わって初めて、初期の変化を解析可能
となった。
【結　論】
18q21lossの変化は、I）iffusetype胃癌の初期における重要な染色体変化であることが示唆された。
今後臨床検体でのデークーの積み重ねが必要である。
論文審査の結果の要旨
胃癌の発生に重要な染色体、遺伝子の変化は、まだほとんど明らかにされていない。本研究では、
I）iffusetypeのヒト胃癌細胞株5株を用いて、CGH、FISH、Ploidy解析を行い、このタイプの胃癌
で検出される染色体異常を解析した。CGHはコピー数に相対的増減のある染色体領域をスクリー
ニングする方法であるが、本研究ではploidy解析と組み合わせることによって、CGHのデータか
ら、増減している染色体部分の絶対的コピー数を決定できることをまず明らかにした。次にCGH
により、7pll－q31、20番、22番染色体のコピー数の増加と18q21の欠矢が5株中4殊以上に検出さ
れた。このうち、7番と18番の染色体について、それぞれの変化がゲノムの倍加以前にすでに存在
する早期の変化かどうかを、染色体の絶対数から検討した。その結果、7pll－q31の増加では5株
中2株で、18q21の欠矢では5殊中少なくとも4株で早期の変化Fと推定された。このことから、
18q21の欠矢が、Diffusetypeの胃癌の発生に早期から関与していることが示唆された。
本研究は、ヒト胃癌の染色体変化を、分子生物学的手法により明らかにしたもので、博士（医学）
学位授与に値するものと評価された。
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